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前言

近年来，由于环境变化，自然灾害，物种多样性变化等因素，导致各种病毒引

起的传染性疾病不断爆发并重复性出现，如 SARS病毒，H1N1，H7N9禽流感病毒，

中东呼吸综合征冠状病毒，以及这两年来谈之色变的埃博拉病毒，寨卡病毒等。而

且随着全球化进程的加快以及传染病病原体传播途径的多变性，这使得这些传染病

的爆发不再是局部地域出现，更是在全球范围内迅速流行，给人类健康和社会带来

极大的危害。因此，对传染性疾病的防控，诊断，治疗已成为全球公共卫生领域的

热点和重点。

然而传统的传染性病原体检测方法大都适用于实验室部署环境，具有检测过程

分散、繁琐、实验操作复杂、对环境敏感等缺点，并且对实验员的实验技能要求较高。

这些弊端都大大限制了传统检测技术在现场传染病检测中的应用。传染病病原体现

场快速检测要求具有操作简单，低价，便携，易于实现自动化等特点，因此，急需

寻找一种新的技术平台以满足传染病的现场检测需求。

本书首先利用 3D打印技术，设计并制作了封闭式的检测卡盒，在此基础上研

发了全自动的便携式的核酸检测系统，并对仪器进行了各项性能测试及实际现场传

染病的检测，成功地完成了现场传染病从样本输入到结果输出的自动化检测过程。

具体内容包括：

基于 3D 打印技术的封闭式检测卡盒的设计与制造
首先根据病原体核酸检测的实验流程明确了封闭式卡盒的设计需求，提出了

基于柔性滑片的封闭式卡盒结构及其内部各功能模块。整个设计与制造过程采用了



高精度的 3D打印技术及医用级 PC-ABS材料，共经历 5个批次的快速迭代试制过

程，优化后的卡盒仅由 7个零件组成，其尺寸为 140 mm × 90 mm × 30 mm。其

内部集成移液模块、样本处理及检测区域，样本处理范围为 20~1000 μL，可同时

进行 1~6项实时荧光 PCR检测。液体操作范围为 2~200 μL，实测在 10 μL和 100 

μL处的移液相对误差分别为 1.71%和 0.76%，重复性 CV值分别为 2.3%和 0.77%，

均优于国标规定。同时，对卡盒内的磁珠法核酸提取及 PCR配制过程进行了优化。

最后，实验证明了上游核酸提取试剂的挥发对于下游 PCR检测并未造成抑制影响，

说明了在封闭式卡盒内进行一体化核酸检测是可行的。

基于封闭式卡盒的现场病原体检测系统的研发

以封闭式卡盒为基础，研发了与之配套的自动化驱动系统，其内部由移液控

制，磁分离加热，热循环，荧光采集及辅助电路等功能模块组成。其中，移液控制

模块的最大操作量程为 260 μL，精度为 0.118 μL，内含滤芯以防止交叉污染；磁

分离加热模块采用倾斜式滑动结构，可程序化控制磁富集的位置，且温控精度为

±0.5℃，可在 2 min内升至目标温度；热循环模块可提供 3通道的 PCR反应条件，

其升降温速度分别为 4.6℃ /s及 4.0℃ /s，控制精度为±0.3℃；荧光采集模块提供

双色荧光通道（FAM/SYBR Green和 Texas Red波长的范围的），采用单色 LED作

为激发光源，波动性小于 1 μW，单次荧光信号的采集在 2.5 s内完成。仪器整体尺

寸为 270 mm × 275 mm × 250 mm，重量为 6.5 kg。现场操作时仅需将带样本的

卡盒放入仪器中，并配置实验参数，则可自动完成整个检测流程。

现场病原体检测系统的性能测试
首先使用百日咳病毒质粒 DNA进行了核酸提取效率的对比实验，系统和手工

提取的效率分别为 95.49%和 84.33%；使用 HBV质粒 DNA测试获得了 104copies/

mL的提取限，说明系统的样本处理能力在效率和灵敏度均可满足下游 PCR检测的

需求。同时，分别使用 E.coli及 HBV病毒的真实临床样本进行了核酸提取对比实

验，结果显示采用本系统操作在产量上比手工操作分别高出 6.6 ng/μL和 0.93 ng/

μL。通过平行实验测得本系统的实时荧光 PCR检测孔间差异为 0.023（CV值），检

测限为 104 copies/mL。最后，使用本系统连续运行 20次阴性和阳性样本的间隔实

验，测试结果与预期一致，表明系统没有发生批间交叉污染的现象。



现场传染病检测实验

在江苏省疾控中心进行了腺病毒的检测实验，并采用罗氏 LightCycler 2.0荧光

定量 PCR 仪进行实验对照，获得未知样本的 Ct值分别为 31.15和 31.68，阳参的

Ct值分别为 27.52和 28.01，从扩展曲线形态和 Ct值的比较说明两系统的检测结果

较为一致。最后，使用本卡盒系统对沙门氏菌及志贺氏菌进行联合检测，并设置卡

盒内采用悬滴加样的方式进行 PCR体系的配置，同时采用 ABI SteponePlus实时荧

光定量 PCR系统进行实验对照。两系统的扩展曲线形态一致，两路荧光检测（FAM 

and Texas Red）的 Ct值均值差值分别为 0.71和 0.98左右，仅相差 0.29，结果表明

卡盒系统在多重检测方面与商用系统的检测结果较为一致。
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HIV (Human Immunodeficiency Virus) 人类免疫缺陷病毒

LAMP (Loop-mediated Isothermal Amplification) 环介导等温扩增技术
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RAA (Recombinase-Aid Amplification) 重组酶介导扩增技术

RCA (Rolling Circle Amplification ) 滚环扩增技术

RNA (Ribonucleic Acid) 核糖核酸

WHO (World Health Organization) 世界卫生组织



第一章 绪论

第一节 背景及研究目的

近年来，由于环境变化，自然灾害，物种多样性变化等因素，导致各种传染性

疾病不断爆发并重复性出现 [1-5]，如 SARS 病毒 [6-8]，H1N1 病毒 [9-11]，H7N9 禽流感

病毒 [12-14]，中东呼吸综合征冠状病毒 [15-17]，以及这两年来谈之色变的埃博拉病毒
[18-20]和寨卡病毒 [21-23]等。同时，随着全球化进程的加快以及传染病传播途径的多

变性，这使得传染病不再是局部地域出现，更是在全球范围内迅速流行，给人类健

康和社会带来极大的危害 [24-26]。因此，对传染性疾病的防控、诊疗已成为全球公共

卫生领域的热点和重点 [27-31]。

传染病疫情的防控是争分夺秒的，在疫情的现场，时间就是生命，确诊的时间

越短，生命得到拯救的机率就越大。传统的传染病检测过程从疫情现场采样到样本

输送到实验室处理 [32, 33]，再到到确诊报告，所需周期较长，导致错过最佳的治疗时机。

另外，很多时候传染病疫情爆发初期，根据患者的病理反应症状并不能确定是由哪

种病原体引起的，甚至可能是多种病原体共同作用导致的 [34-36]，这就需要对类似反

应的病原体逐一排查确认 [37, 38]。如此更延长了疾病诊断的时间，对患者生命尤为不利。

因此，若能对传染病病原体的现场快速诊断检测，并进行组合筛查 [39]，可以有效

控制传染病疫情，极大地减轻疫情的伤亡情况。

然而，传统的病原体检测方法大都只适用于实验室环境，并且对检测员的实

验技能要求较高 [40]。这些弊端大大限制了传统检测技术在现场快速检测中的应用。

应用于现场的传染病病原体快速检测技术要求操作简单，成本较低，便携及易于
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